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論文内容要旨
研究日的
 神経膠腫摘出標本64症例を用いて,がん抑制遺伝子であるPTεN遣伝子の変異を解析し,さ
 らに変異遺伝子の機能を評価,PT研遺伝子座周辺のlossofheterozygosity(LOH)を解析す
 ることにより,神経膠腫の発生,悪性化におけるPTE押遺伝子変異の意義を検討した。
研究方法
 摘出腫瘍組織からmRNAを抽出し,PT酬遺伝子の相補性DNA(cDNA)を合成し直接塩基
 配列を決定した。さらにPTE亙変異遺伝子から大腸菌を用いてPTEN蛋白質を発現,精製し,
 イノシトールリン脂質に対する脱リン酸化能を解析した。またWHOグレード3と4の症例に
 おいてはPTEN遺伝子座(10q23)近傍の10番染色体長腕のLOHの有無を検討した。PTεN遺
 伝子変異とρ53遺伝子変異との相関関係を明らかにするために,出芽酵母を用いた蛋白レベル
 でのp53転写活性能の評価法であるfunctionalanalysisofseparatedallelesinyeast
 (FASAY)法を用いてρ53遺伝子変異を解析した。
研究結果
 PTEN遺伝子変異は増幅断片が得られた62例中8例(12.9%)に認め,この内7例は膠芽腫で
 あった(増幅断片の得られた膠芽腫26例中7例,26.9%)。8例のPTEノ〉遺伝子変異の内訳は,
 4例(50%)はミスセンス変異(C71Y,R130G,Y155C,F341V),2例はフレームシフト
 変異(nt.510-514de1,nt.742insC),ナンセンス変異(E7X)と第199コドンでフレーム内
 で3塩基の欠失がおきたもの(M199de1)が1例ずつであった。検出されたPTεN遺伝子のミ
 スセンス変異やフレーム内1コドンの欠失を生じたPTEN蛋白質は過去にホスファターゼ活性
 検索の報告がなされていなかったが,本来正常なPTEN蛋白質が有するイノシトールリン脂質
 に対する脱リン酸化能を失っていた。また,PT研遺伝子に変異が認められた全ての症例で
 PTE/V遺伝子座(10q23)領域のLOHが認められた。なお10q23のLOHは成人退形成性星細
 胞腫で69.2%,成人膠芽腫で72.2%と統計学的に有意差を認めなかった。、P53遺伝子の転写活性
 能に変化を及ぼす変異の頻度は64例中19例(29.7%)にみられ,膠芽腫(27例中7例,25.9%)
 よりも悪性度の低い退形成性星細胞腫(14例中9例,64.3%)において頻度が高かった。ρ53遺
 伝子変異をもつ成人膠芽腫2例とρ53遺伝子変異をもたない成人膠芽腫5例でPEN遺伝子変
 異が検出され,両者の間には相関関係は認められなかった。
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結論
 膠芽腫への悪性転化の2つの経路(ρ53遺伝子変異と関連しない4ε170ソ。経路とρ53遺伝子変
 異と関連したprogressive経路)の存在が確認され,PT8ノ〉遺伝子変異は2つの経路に依存せず,
 独立して生じることが示唆された。膠芽腫においてPTEN遺伝子変異がみられた症例ではPTEκ
 遺伝子の両対立遺伝子での不活性化が生じており,、ρ躍N遺伝子が膠芽腫への悪性転化に深く関
 与するがん抑制遺伝子の一つであることが示唆された。
 研究の意義・独創的な点
 遺伝子レベルに止まらず蛋白質レベルまでの機能的検討を行った事と,LOH解析を行うこと
 により,神経膠腫の発生,悪性化におけるPTεノV遺伝子変異の意義を明らかにした点で有意義な
 研究と思われる。また,機能解析をされたPTE/V遣伝子変異は過去に報告されておらず,新たな
 知見が得られた。
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 審査結果の要旨
 悪性神経膠腫の治療予後に関し,現在の外科的摘出術と放射線化学療法による治療成績の向上
 はほぼ限界となっている。従って神経膠腫の発生,進展機序を解明し,遺伝子治療を含めた新し
 いアプローチ方法を開発することが求められている。神経膠腫の発生,進展には数多くの遺伝子
 異常が関与し,これらが蓄積することにより悪性化すると考えられている。本研究では,最も悪
 性の神経膠腫である膠芽腫発生に深く関与することが示唆されるがん抑制遺伝子であるPTεN遺
 伝子に着目している。
 まず64例というまとまった症例数を用いて,様々な悪性度の神経膠腫におけるPTE亙遺伝子
 異常の有無を検討している。さらに,これまで報告されてきた神経膠腫発生,進展機構である4θ
 noソopathwayとprogressivepathwayのどちらのどの段階でPTEN遺伝子異常が関与してい
 るかを解明した。この際,ρ53遺伝子を解析する必要があるが,多くの検体を高い検出率で短時
 間の内に解析できる酵母を用いた機能的解析方法を用いている。今後この方法は臨床材料を用い
 て遺伝子異常を解析する上で広く用いられていくことが予想される。この結果,PTEN遺伝子異
 常はρ53遺伝子異常とは独立して生じており,最も悪性の神経膠腫である膠芽腫発生において
 大きな意味合いをもっていることを明らかにしている。
 検出されたPT研遺伝子異常が腫瘍発生においてどのような意義を持っているかを解明するた
 めに,遺伝子異常検査に止まらず,変異PTEN蛋白質の機能解析を行った点が重要である。こ
 の結果,いずれのPTεN遺伝子異常も正常PTEN蛋白の重要な機能であるイノシトールリン脂
 質に対する脱リン酸化能を喪失していた。さらに対立遺伝子にも異常があることをヘテロ接合性
 の有無の検討により証明し,神経膠腫の発生,悪性化経路におけるPTεN遺伝子異常の意義を明
 らかにした。
 将来的には,各臨床症例において今回の研究のような系統だった効率的な検討を行い,症例毎
 に異なった遺伝子異常を検出することによって,それぞれに最も適した治療方法が適応されてい
 くであろう。
 以上,本研究は,学位に十分値すると考えられる。
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